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Abstract
　　　3－Nitr・tyr・sine，an・xidativepr・duct・fpr・teinthatispr・duced∂」αper・xynitrite（ONOO一）
nitration，was　detected　by　HPLC　analysis　in　plasma　obtained　from　rats　injected　with　lipopolysaccharide
　　　　ヤ（LPS）and　subjected　to　renal　ischemia　followed　by　reperfusion（LPS十ischemia－reperfusion），but　not
in　rats　subjected　to　sham－treatment．Rats　pretreated　with　Sanguisorbae　Radix　extract　orally　for30
days　before　LPS十ischemia－reperfusion，had　lower3－nitrotyrosine　levels　than　rats　without　the　pretreat．
ment．Plasma　levels　of　urea　nitrogen　and　creatinine，indicators　of　renal　dysfunction，were　markedly
lower　in　the　animals　pretreated　with　Sanguisorbae　Radix　extract　than　in　those　without　the　pretreat・
ment．In　addition，DNA　fragmentation　in　renal　tissues　was　significantly　inhibited　by　administration　of
Sanguisorbae　Radix　prior　to　LPS十ischemia－reperfusion．These　results　suggest　that　Sanguisorbae
Radix　extract　ameliorates　oxidative　damage　caused　by　ONOO一．
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Introduction
　　　Nitric　oxide（NO）reacts　rapidly　with　superoxide
（02一）to　form　a　potentially　more　toxic　agent，peroxy－
nitrite（ONOO一）．ONOO－is　highly　reactive，oxidizes
a　large　number　of　bio－molecules　and　initiates　of　a
wide　range　of　toxic　reactions，illcluding　tyrosine　nitra－
tion，1ipid　peroxidation，direct　inhibition　of　mitochon－
drial　respiratory　chain　enzymes，inhibition　of　mem－
brane　sodium／potassium　ATPase　activity，inactiva－
tion　of　membrane　sodium　channels，and　other
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　oxidative　modifications　of　proteins．　It　has　been
suggested　that　ONOO－may　contribute　to　the　toxic
effect　of　NO　and，therefore，may　be　a　major　factor　in
oxidative　tissue　illjury．
　　　Sallguisorbae　Radix，an　oriental　drug　used　rarely
in　Japan，is　used　in　China　for　hen／ostasis　and　to　treat
hematemesis，hemoptysis，melena　and　hypermenorr一
hea．It　is　also　used　extemally　to　treat　dermatitis，
eczema　and　incision　wounds．The　pharmacological
data　available　for　this　drug　are　incomplete；there　are
only　a few　 eports　about　its　anti－burn，hemostatic　and
antiemetic　effects　in　rabbits　and　pigeons，and　on　its
antibacterial　effects　against　S孟曜）勿lo6000z6s6zπzαゼs　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A6z640nzOn‘zS‘z67z6ginOS‘Z．　In　a　SCreening　teSt　zn　z／z∠70，
we　found　that　Sanguisorbae　Radix　extract　had　high
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラactivity　as　a　NO　scavenger．We　also　found　that　this
cmde　preparation　inhibited　inducible　NO　synthase
（iNOS）act vity，reduced　NO　generation　and　amelior－
at d　renal damage　in　an　endotoxin－challenged　rat
　　　　　ものmode1．Moreover，Sanguisorbae　Radix　extract
ameliora ed　renal　dysfunction　and　reduced　DNA　frag－
mentation　in　a　renal　ischemia－reperfusion　mode1，
which　was　closely　associated　with　excessive　genera－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10）tion　of　r activ 　oxygen　species　including　O2｝．
　　　In　view　of　these　properties　of　Sanguisorbae　Radix
extract　in　inhibiting　NO　and　O2一，and　the　potentia1
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role　of　ONOO－in　oxidative　tissue　injury，we　were
interested　in　whether　Sanguisorbae　Radix　extract　has
scavenging　activity　or　an　inhibitory　effect　against
ONOO－in∂i∂o．Such　activities　might　explain　how
Sanguisorbae　Radix　extract　protects　against　renal
dysfunction　in　cases　of　ischemia－reperfusion　injury　or
lipopolysaccharide（LPS）一shock，and　would　suggest
that　Sanguisorbae　Radix　extract　is　a　potential　thera－
peutic　agent　for　pathological　conditions　involving　NO
and　ONOO一．In　the　present　study，we　examined　the
effect　of　Sanguisorbae　Radix　extract　using　a　rat
model　of　renal　injury．
Materials　and　Methods
　　　P名のα観∠ion6ゾsαngz6iso76α6ノ～α4㍍6螂耀6！：The
roots　of　Sanguisorbae　Radix（Sαng厩so7加顔℃inα1ゑs
L．），grown　in　China　and　supplied　by　Uchida　Wakan－
yaku　Co．Ltd．（Tokyo，Japan），were　finely　powdered
and　extracted　with　distilled　water　at1000C　for　l　h
（roots：water＝1：10，w／v）．The　insoluble　portion　was
removed　by　filtration，then　the　filtrate　was　concen－
trated　under　reduced　pressure　and　lyophilized，yield－
ing　a　brown　residue．The　residue　represented　l7．4％
by　weight　of　the　original　material　and　was　composed
mainly　of　tannin（about46．3％），based　on　measure－
ments　made　according　to　the　method　of　the　Japanese
　　　　　　　　　　　　　　　　l　l）Industrial　Standard．
　　　、4nilnα／sαnゴ舵伽¢翻s：Male　LWH：Wistar
rats　weighing　l25－130g　were　purchased　from　Shizuo－
ka　Agricultural　Cooperative　Association　for　Labora－
tory　Animals（Hamamatsu，Japa11）．They　were　kept
in　wire－bottomed　cages　and　exposed　to　a　l2h　light／12
h　dark　cycle．The　room’s　temperature　and　humidity
were　maintained　automatically　at　about25QC　and
60％．Laboratory　pellet　chow　（CLEA　Japan　Inc．，
T6kyo，Japan；comprising24．0％protein，3．5％1ipid
and60．5％carbohydrate）and　water　were　givenαゴ
／iゐi！z槻．Following　several　days　of　adaptation，the
animals　were　divided　into　eight　groups　of　animals，
avoiding　any　intergroup　difference　in　body　weight．
Two　groups　were　given　Sanguisorbae　Radix　extract，
while　the　other　six　groups　were　given　water．San－
guisorbae　Radix　extract　was　dissolved　in　water，and
given　to　rats　orally　every　day　as　drinking　water．The
dose　was　adjusted　to　lOO　or200mg／kg　body　weight／
day　by　regulating　its　concentration　in　response　to
water　consumption．After30consecutive　days　of
administration，the　rats　were　either　injected　with　LPS
（from　Es6h顔6h宛o li　ser6type　O55：B5，Sigma　Chemi－
cal　Co．），subject d　to　renal　ischemia－reperfusion，or
both（LPS十ischemia－reperfusion）．Control　animals
mderwent　sham　treatments．The　LPS－treated　rats
received　5mg／kg　body　weight　of　LPS　injected
intravenous y．Ischemia－reperfusion　was　achieved　by
occluding　bilateral　renal　artery　using　a　nontraumatic
vascular　clamp　for60min　and　then　releasing　for350
min．In　those　subjected　to　both（LPS十ischemia－reper－
fusion），ischemia－reperfusion　was　carried　out　as　the
same　as　above，but　at50min　after　ischemia　started，5
mg／kg　body　weight　of　LPS　was　injected　intravenous－
1y．In　separate　experiments，two　groups　of　rats
received　a　bolus　injection　plus　a　continuous　infusion　of
vehicle　（s line，0．6m1／kg　body　weight／h）　or
aminoguanidine（a5mg／kg　body　weight　intravenous
bolus　loading　dose，followed　by　a　continuous　infusion
of5mg／kg　body　weight／h　in　O．6m1／kg　body　weight／
h　saline）for4h，commencing2h　after　the　injection　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　　LPS，accordingto　themethodofWu6！α1．Sixhours
aft r　th 　LPS　challenge，the　rats　were　anesthetized　by
intraperit neal　administration　of　sodium　pentobar－
bital（30mg／kg　body　weight）．Blood　samples　were
obtained by　cardiac　puncture，and　the　plasma　was
separated　immediately　by　centrifugation．The　kidneys
were　removed　from　each　rat　following　perfusion
through　the　renal　artery　with　ice－cold　physiological
saline．The　tissues　were　quickly　frozen　and　kept　at
－80。C　until　analysis．
　　 〃F6αsz176アn6n！‘ゾ3－ni！70か70sin召inヵ1α舘nα：The
plasma　concentration　of3－nitrotyrosine　was　deter－
mined　by　HPLC，following　the　methods　of　both　Eiser．
　　　　　　　　　こめ　　　　　　　　　　　　　　　のich6！召／． a d　Skinner6！α／．　with　modification．
Briefly，the　blood　samples　were　centrifuged　for15min
at14，000rpm，and　then　the　plasma　was　incubated　with
proteinase　K（l　mit／10mg　protein）for　l8h　at55QC．
The　samples　were　centrifuged　againfor　l5min　at　l4，000
rpm　and　then　passed　through　a　lO，000Da　molecular
mass　cut－off　filter．Eightyμl　of　the　samples　were
load d on o　a　reversed－phase　column（Nucleosil5μG
18，250×46mm）at250C　andelutedwith50mM　KH2PO4
－H，PO、（pH3．01）in10％methanol（v／v）at　a　flow
rate of　l　m1／min．The　proteins　were　detected　using　an
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ultraviolet　detector　set　at274nm（sensitivity　O．01）．
The　detection　limit　of　this　technique　is　O．2μM．The
identity　of　the　major　peak　was　confirmed　by　adding
authentic3－L－nitrotyrosine（Sigma　Chemical　Co．）to
additional　samples．The　authentic3－L－nitrotyrosine
co－eluted　with　the　peak　in　the　samples，under　three
different　elution　systems．
　　　〃60S解耀n！α嬬召πiケ09召π召n46Z副in魏in
μ雄nα：Plasma　urea　nitrogen　and　creatinine　were
determined　using　the　commercial　reagents　BUN
Kainos　and　CRE－EN　Kainos（Kainos　Laboratories，
Tokyo，Japan）．
　　　／1n‘z砂sゑs　‘ゾZ万V∠1ラ躍7n6n如1ion　：Each　kidney
was　homogenized　and　lysed　in　a　cold　lysis　buffer（50
mM　Tris－HC1，10mM　disodium　EDTA，and　O．5％
Triton　X－100，pH8．0）for10min　at40C，following　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラmethod　of　Katoh6！α1．　The　DNA　was　extracted
twice　with　half　volumes　of　pheno1／chloroform　and
incubated　at55。C　for　lO　min．After　centrifugation　at
14，000rpm　for20min，the　upper　layer　was　incubated
with2μ1proteinase　K（20mg／m1〉at37。C　for60min
followed　by　incubationwith2μ1ribonucleaseA（20mg／
m1）at37QC　for60min．The　DNA　was　precipitated　by
adding　O．1volume　of　lO　M　ammonium　acetate　and2．5
volumes　of100％ethanol　and　maintainedaレ20QC　over－
night．DNA　was　collected　by　centrifugation　at　l5，000×
g　for20min，air－dried，and　resuspended　in　TE　buffer
（10mM　Tris－HC1，5mM　EDTA，pH7．4）．The　resulting
DNA　preparations　were　electrophoresed　through　a
2％agarose　gel　containing　ethidium　bromide．Equal
quantities　of　DNA（based　on　optical　density　measure－
ments　at260nm）were　loaded　in　each　lane，and　a　l－kb
multimer　was　used　as　a　molecular　mass　standard．
DNA　fragmentation　was　visualized　and　photographed
under　ultraviolet　illumination．The　photograph　was
scamed　using　a　Bio－Rad　densitometer（model　GS一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ670）with　Molecular　Analyst　software　package（ver－
si6n1．1）．DNA　fragmentation　leve1（％）was　calcu－
Iated　from　the　ladder　area　ratio　to　that　of　the　total
area　in　each　lane．
　　　S如！is！i6s：The　results　are　presented　as　the
means±S．E．of6rats．The　data　were　analyzed　for
statistical　significance　using　Dunnett’s　method．Differ－
ences　at1）＜0．05were　considered　statistically　signifi－
cant．
Results
Pl‘zsnz‘z60no6nケとz！ions（ゾ3－niケo砂70sin〔～
　　　3－Nitrotyrosine　was　not　detected　in　the　plasma
from　both no ma1（sham　treatment〉and　ischemia－
reperfusion　groups，whereas　rats　treated　with　LPS，or
LPS十ischemia－reperfusion，had　high　levels　of3－
nitrotyrosin （482．9and699．6pmo1／m1，respectively；
Tab e　I）．Administration　of　Sanguisorbae　Radix
extr ct　to　 at 　for30consecutive　days　at100mg／kg
body　weight／day　significantly　reduced　the　forrロation
of3－nitrotyrosine　to329．3pmo1／m1．Increasing　the
osage　resulted　in　a　further　decrease　in　3－nitrotyr－
osine　formation；3－nitrotyrosine　was　non－detectable
in　the200mg／kg　body　weight／day　group．The　forma．
tion　of3－nitrotyrosine　induced　by　LPS十ischemia－
reperfusion　was　 ot　affected　by　an　infusion　of　saline，
but　was　significantly　reduced　by　an　infusion　of
aminogua idine．
UZ6召％iケ096n催40Z6認in初6！n1吻sn昭
　　　The　pl ma　urea　nitrogen　concentration　in　the
LPS－treated　or　ischemia－reperfusion　rats　increased
significantly　in　comparison　with　normal　rats，indicat－
ing　impairment　of　renal　function（Table　II）．The
comb nation　of　LPS十ischemia－reperfusion　aggravat－
ed　renal failure；the　urea　nitrogen　level　further　in一
Table　I　Effect　of　Sanguisorbae　Radix　extract　on
　　　 　　　3－n trotyrosine　levels　in　plasma．
Group 3－Nitrotyrosine
　　（pmo1／ml）
Sham treatment
LPS
Ischemia－reperfusion
LPS十ischemia一一reperfusion
　　　No　pretreatnlent
　　　Sanguisorbae　Radix　extract
　　　　　　　　（100mg／kg／d）
　　　Sanguisorbae　Radix　extract
　　　　　　　　（200mg／kg／d）
LPS十ischemia－reperfusion
　　S line
　　　A inoguan dille
　　　　　　　（5111g／kg　plus5nlg／kg／h）
　　　N．D．
482．9±18．9
　　　N．D．
699．6±67．1
329．3±30．6a
N．D．
708．8±38．9
259．6±14．5a
Statistical　significance：aρ＜0．001　∂s．LPS＋ischemia－
reperfusion　without　pretreatmellt．N．D．，not　detectable．
’
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Table　IIEffect　of　Sanguisorbae　Radix　extract　on　urea　nitrogen　and
　　　　　　　creatinine　levels　in　plasma．
Group Urea　nitrOgen
　　（mg／dl）
Creatinine
（mg／d1）
Sham　treatment
LPS
Ischemia－reperfusion
LPS十ischemia－reperfusion
　　　No　pretreatment
　　　Sanguisorbae　Radix　extract
　　　　　　　　（100mg／kg／d）
　　　Sanguisorbae　Radix　extract
　　　　　　　　（2001ng／kg／d）
LPS十ischemia－reperfusion
　　　Saline
　　　Aminoguanidhle
　　　　　　　　（5mg／kg　plus5mg／kg／h）
17．6±1．5
43．9±1．8a
57．9±2．6a
86．7±2．oa
77．9±4．oa・b
68．2±1．ga・c
86．5±1．7a
72．1±3．5a・c
0．33±0．09
0．71±0．05a
1．47±0．21a
2．03±0．10a
1．77±0．12a・b
1．24±0．05a・c
2．03±0．14a
1．52±0．12a・c
Statistical　significance：a／）＜0，001　z／s．nornlal　values，b／）＜0．01，
cρ＜0．001∂5．LPS十ischemia－reperfusion　without　pretreatmellt．
creased　to86．7mg／d1．Renal　dysfunction　induced　by
these　treatments　was　also　confirmed　by　the　variation
in　plasma　creatinine　leve1．The　creatinine　level　in
normal　rats　was　O．33mg／d1，whereas　in　LPS－treated
and　ischemia－reperfusion　rats　it　was　O．71and1．47mg／
d1，respectively．The　creatinine　level　rose　to2．03mg／
dl　in　LPS十ischemia－reperfusion　rats．Administration
of　Sanguisorbae　Radix　extract　to　the　rats　orally　for
30days　prior　to　the　treatment　significantly　ameliorat－
ed　renal　dysfunction．At　Sanguisorbae　Radix　extract
dosages　of　both　lOO　and200mg，urea　nitrogen　and
creatinine　levels　were　significantly　lower　than　in　the
control　group；urea　nitrogen　decreased　from86．7to
77．9and68．2mg／d1，and　creatinine　levels　fell　from
2．03to　l．77and　l．24mg／dl，respectively．Moreover，
infusion　of　aminoguanidine，but　not　saline，also　mark－
edly　reduced　the　elevation　in　urea　nitrogen　and
creatinine　levels　caused　by　LPS十ischemia－reperfu－
S10n　treatment．
1）ノ〉14加9耀惚！ion
　　　DNA　fragmentation　in　the　injured　kidney　tissues
was　observed　by　gel　electrophoresis，as　shown　in　Fig．
1．DNA　from　rats　subjected　to　ischemia－reperfusion
and　in　rats　subjected　to　LPS＋ischemiaずeperfusion
displayed　a　DNA　ladder　fragmentation　pattem　that　is
characteristic　of　apoptosis，with　intervals　of　about　l80－
200bp．DNA　ladder　formation　was　absent　in　samples
from　sham－operation　col血ol　rats．LPS－treatment　did
not　produce　DNA　laddering，but　a‘smear’pattem　of
DNA　fragmentatio 　was　observed．Administration　of
1 2 3 4 5 6 7　8　9
Fig．1　Agarose　gel　electrophoresis　of　DNA．Lane1：1－kb
　marker　DNA　l　lane2：normal　l　lane3：LPS；lane4：
　ischemic　and　reperfused；lane5：LPS　plus　ischemic　and
　reperfused　contr l（water　drillk）；lane6：LPS　plus　is．
chemicandreperfusedcontro1（salineinfusion）llane7：
　ischenlic　and　reperfused　alllinoguanidine－treated；lane8：
　LPS　plus　isc emic　alld　reperfused　Sallguisorbae　Radix
　extract－treated　（100mg／kg／d）；lane　9：LPS　plus　is－
　chemic　and　reperfused　Sallguisorbae　Radix　extract－treat－
　ed　（200nlg／kg／d）．
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Table　III　Effect　of　Sanguisorbae　Radix　extract　on
　　　　　　　　　　　DNA　fragmentation．
Group Fragmentation　leve1
　　　　　　（％）
Sham　treatment
LPS
Ischemia－reperfusion
LPS十ischemia－reperfusion
　　　No　pretreatment
　　　Sanguisorbae　Radix　extract
　　　　　　　　（100mg／kg／d）
　　　Sanguisorbae　Radix　extract
　　　　　　　　（200mg／kg／d）
LPS十ischemia－reperfusion
　　　Saline
　　　Aminogμanidine
　　　　　　　　（5mg／kg　plus5mg／kg／h）
3．9±0．5
15．1±1．7
25．2±2．2
14．7±1．ga
13．3±1．6a
24．7±1．7
18．4±2．5a
Statistical　significance：a1）＜0．001∂s．LPS＋ischemia－
reperfusion　without　pretreatment・
Sanguisorbae　Radix　extract　prevented　the　DNA　lad－
dering　caused　by　LPS十ischemia－reperfusion，at　both
lOO　and200mg．These　observations　were　supported
by　the　results　of　our　semiquantative　densitometry
analysis　of　the　DNA　fragmentation　leveL　The　DNA
fragmentation　level　increased　significantly　in　both　the
ischemia－reperfusion　and　LPS十ischemia－reperfusion
groups，and　decreased　from25．2％of　the　control
value　to　l4．7％and13．3％for　rats　given1000r200
mg／kg　body　weight／day　Sanguisorbae　Radix　extract．
In　addition，aminoguanidine，but　not　saline，reduced
DNA　fragmentation，but　this　effect　was　weak（Table
III）．
Discussion
　　　ONOO－is　a　new　focus　of　interest　in　studies　of
free　radicals，particularly　those　related　to　the　detri－
mental　effect　of　NO．The　potential　pathophysiological
effects　of　ONOO－include　activation　of　poly（ADP－
ribose）synthetase，inhibition　of　mitochondrial　respi－
ration，and　activation　of　caspase－3，as　well　as　altera－
tion　of　the　lipid－aggregatory　properties　of　surfactant
protein　A，which　may　play　an　important　role　in　tissue
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　ラ　のdamage　and　organ　dysfunction．　　Although　ONOO－
is　generated　in　a　large　number　of　pathophysiological
conditions，few　i7z加∂o　models　are　available　that
produce　enough　ONOO－　for　evaluating　its　cytotox－
icity　and　its　contribution　to　NO　cytotoxicity　as　well　as
to　tissue　injury．As　ONOO－is　generated∂毎a　reaction
between　NO　and　O2｝，we　decided　to　treat　the　rats　with
LPS　and　ischemia－reperfusion，the　former　providing
abundant　NO　and　the　latter　causing　elevated　O2一．
　　　It　is　important　to　know　whether　ONOO『is　ele－
vated　in　this　mode1．Until　now，it　has　been　very
difficult　to　detect　ONOO－directly　in　biological　fluids
and　tissues　because　it　is　unstable　and　decomposes
rapidly．However，ONOO－can　oxidize　the　tyrosine　in
protein　into　nitrotyrosine，which　is　stable　and　detect－
able．Nitrotyrosine　has　been　considered　as　evidence
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　forグn擁∂o　formation　of　ONOO一．　　In　the　present
experiment，we　observed　a　high　level　of　nitrotyrosine
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ジin　plasma　from　LPS十ischemia－reperfusion　rats．In
comparison，the　nitrotyrosine　level　induced　by　LPS－
treatment　alone　was　lower，and　nitrotyrosine　was　not
detected　in　rats　subjected　to　a　sham－operation　and
ischemia－reperfusion．Wecouldnotconclude，onthese
ground ，that　nitrotyrosine　is　not　formed　in　ischemia－
reperfusion　　injury　　because　several　studies　have
demonstrated　that　ONOO－is　an　important　mediator
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　りっ　　　n　ischemia－r perfusion　injury，　　and　the　method　we
used，HPLC with　UV　d tection，has　limited　sensitiv－
ity．Howev r，our　results　suggest　that　ONOO－forma・
tion　increases　in　the　presence　of　excessive　generation
ofNOandO2一．
　　　To　evaluate　the　effect　of　elevated　ONOO－on
impaired　renal　function，we　measured　urea　nitrogen
and　creatinine　in　plasma．Treatment　of　the　rats　with
LPS十ischemia－reperfusion　resulted　in　significantly
higher　urea　nitrogen　and　creatinine　levels　than　either
LPS－treatment　or　ischemia－reperfusion　alone，which
suggested　that　ONOO－aggravates　the　impairment　of
renal　functi n．
　　　We have　pr viously　reported　that　Sanguisorbae
Radix　extract　ameliorates　renal　dysfunction　in　an
LPS－chal enged　rat　mode1，and　that　this　effect
involves　in　the　inhibition　of　NO　generation　and　iNOS
　　　　　じ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　actlvatlon．On　the　other　hand，we　found，1n　a　recent
p eliminary才n∂i加experiment，that　this　extract
inhibited　ONOO－　directly．Hence，it　is　possible　that
Sanguisorbae　Radix　extract　ameliorated　renal　dysfun－
ction　b 　 nhib ting　excessive　generation　of　NO　and／or
ONOO『，or　by　scavenging　O2一．Using　the　LPS十is一
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chemia－reperfusion　mode1，we　have　clarified　this
effect．Our　results　show　that　administration　of　San－
guisorbae　Radix　extract　significantly　ameliorated
increases　in　plasma　urea　nitrogen　and　creatinine，
which　corresponded　with　a　significant　decrease　in　the
ONOO－　1eve1．This　suggested　that　inhibition　of
ONOO－may　be　attributable　to　the　improvement　of
renal　dysfunction．However，a　protective　action
against　the　renal　dysfunction　was　weaker　than　that　of
ONOO－1eve1，which　implied　that　some　other　factors
also　involved　in　the　renal　dysfunction．Indeed，path－
ogenesis　of　renal　dysfunction　in　living　system　is
extremely　complicated．We　intend　to　carry　out　fur－
ther　detailed　investigations　on　this　aspect．
　　　ONOO－is　a　highly　cytotoxic　oxidant，which
oxidizes　proteins　and　inhibits　cellular　respiration．The
resulting　changes　in　m．itochondrial　function　lead　to
activation　of　caspase，and　subsequently　induce　DNA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のfragmentation　and　enterocyte　apoptosls．　We　have
previously　reported　that　ischemia－reperfusion　can
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のinduce　DNA　ladder　formation．　In　the　present　study，
rats　subjected　to　LPS十ischemia－reperfusion　had
more　distinct　DNA　ladders　than　rats　subjected　to
ischemia－reperfusion　alone，suggesting　that　ONOO－is
a　strong　cytotoxic　agent．The　ladders　we　observed
had　intervals　of　about180－bp，which　is　characteristic
of　apoptosis．LPS－treatment　did　not　result　in　ladder
formation，and　instead　a‘smear’pattem　was　obser－
ved，which　indicates　that　necrosis　was　a　major　path－
way　of　cell　death　in　endotoxin　shock．Pretreatment
with　Sanguisorbae　Radix　extract　significantly
ameliorated　DNA　laddering．At　doses　of　lOO　and200
mg／kg　body　weight／day　Sanguisorbae　Radix　extract，
the　DNA　ladders　were　indistinct．A　semiquantative
method　showed　that　the　DNA　fragmentation　level
was　markedly　decreased　in　the　Sanguisorbae　Radix
extract－treated　groups．On　the　other　hand，infusion　of
saline　did　not　affect　DNA　fragmentation，whereas
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　aminoguanidine（a　specific　iNOS　inhibitor　）treat－
ment　reduced　it　significantly．The　effect　of
aminoguanidine　was　weaker　than　that　of200mg／kg
body　weight／day　Sanguisorbae　Radix　extract（ρ＜
0．001）．This　effect　of　aminoguanidine　may　be　due　to
inhibition　of　NO　and　to　blocking　of　ONOO－forma－
tion．These　results　suggested　that　ONOO－mediates，
at　least　partially，cell　death，and　that　Sanguisorbae
Radix　extract　pro ects　renal　cells　against　such　inlury．
　　　In　summary，ONOO－is　formed　in　the　presence　of
ex essive　generation　of　NO　and　O2一，aggravates　the
impairment　of　renal　function，and　mediates　cell　death
by　apoptosis．This　toxic　effect　can　be　ameliorated　by
pretreatment　with　Sanguisorbae　Radix　extract．San－
guisorbae　Radix　extract　may　be　a　potential　therapeu－
tic　agent　for　the　protection　of　renal　cells　and　tissue
ag inst　free　radical　injury．Although　the　complete
mechanism　by　which　Sanguisorbae　Radix　extract
provides　its　 rotective　effect　remains　to　be　clarified，
inh b tion　of　the　pathways　responsible　for　formation
of　NO，02－and　ONOαis　expected　to　be　important．
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和文抄録
　パーオキシナイトライトは蛋白中のチロシンをニトロ
化して3一ニトロチロシンを生成するが，この3一ニトロチ
ロシンをHPLCで測定した結果，リポポリサッカライド
と虚血一再濯流を施したラット血漿で検出され，偽処理し
た場合には検出されなかった。一方，リポポリサッカラ
イドと虚血一再濯流を施す前に30日間地楡エキスを経口
投与したラットでは，非投与群より低い3一ニトロチロシ
ン値を示し，腎機能の指標の血漿尿素窒素，クレアチニ
ンレベルも著しく低下していた。また腎組織中のDNA
断片化も抑制され，地楡エキスがパーオキシナイトライ
トによる酸化的損傷を軽減することが推測された。
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